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(54) Title: METHOD OF DETECTING METICILLIN-RESISTANT MICRO-ORGANISMS 



£t (54) litre : PROCEDE DE DETECTION DE MICROORGANISMES RESISTANTS A LA METTCILLINE 



(57) Abstract: The invention relates to a novel solid medium for detecting meticillin-resistant micro-organisms, containing an antibi- 
otic selected from the cephalosporin group, particularly second and third generation, and a chromogenic agent bearing a chromophore 
which is released after hydrolysis with an active enzyme in said micro-organisms. 

(57) Abrege : U invention se rapporte a un nouveau milieu solide de detection de microorganismes nSsistants a la mSticilline, dans 
lequel sont presents un antibiotique choisi dans le groupe des cSphalosporines notamment de seconde ou troisieme generation, et un 
agent chromogene portant un chromophore libgre' apres hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits microorganismes. 
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PROCEDE DE DETECTION DE MICROORGANISMES 
RESIST ANTS A LA METICILLINE 

L'invention se rapporte a un nouveau milieu gelifie de detection de 
5 microorganismes resistants a la meticilline, dans lequel sont presents un 
antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporins notamment de seconde ou 
troisi&me generation, et un agent chrorriogfene portant un chromophore libere apres 
hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits microorganismes. 

La detection systematique des Staphylococcus aureus resistants a la 
1 0 -meticilUne (aussi ecrite methicilline) (MRSA) est importante. 

En effet, bien que les MRSA ne semblent pas plus virulents que les MSSA, 
(Staphylocoques dores sensibles a la meticilline), leurs infections sont plus difficiles 
et onereuses a traiter. Ceci est du a ce que la m£ti-resistance confere la resistance a 
toutes les beta-lactamines et que cette resistance est tres souvent associee & des 
1 5 resistances a de nombreux autres antibiotiques antistaphylococciques majeurs (Lyon 
et Skurry, Microbiol. Rev. 5 1 ; 88 - 1 34) 

Pour cette detection on a parfois utilise des milieux de croissance geioses 
suppiementes a la meticilline. Gette methode est maintenant souvent abandonnee 
car elle detecte mal certaines souches MRSA, en particulier des souches 
20 heterogenes dans lesquelles des populations bacteriennes contiennent une 
proportion tres faible de bacteries franchement resistantes a la meticilline (dans 
lesquelles 1 bacterie sur 10 4 ou 10 8 exprime la resistance). Cette methode donne un 
nombre important de resultats faux negatifs. 

^utilisation de milieux de croissance geioses suppiementes a Toxacilline est 
25 frequente mais, comme avec la meticilline, certaines souches sont difficiles k 
detecter. 

De plus, pour que ces antibiotiques (meticilline, oxacilline) fonctionnent a 
peu pr^s efficacement comme supplements seiectifs, on est contraint de n'employer 
que certains milieux de croissance. En consequence les milieux proposes a 
30 Tutilisateur sont par exemple des derives du Muller Hinton Agar ou du Mannitol 
Salt Agar. Malheureusement pour Tutilisateur ces milieux sont souvent peu 
discriminants pour Tespece S. aureus ce qui diminue encore la sensibilite et la 
specificite. 



WO 2004/027086 




T/FR2003/002788 



2 



On a propose des milieux de croissance geloses supplement's a la 
tobragiycine ou 1'ofloxacine, soit dans des bases peu discriminantes (derivees du 
Mannitol salt Agar par exemple), soit dans la base tr£s discriminante du 
CHROMagar Staph aureus, mais la correlation avec la resistance a la meticilline est 
5 mediocre d'ou un exces de faux positifs et de faux negatifs. 

On utilise aussi la methode de diffusion sur ^eiose, par exemple la gelose 
Mueller Hinton, qui consiste a deposer des disques de papier impr£gnes 
d'antibiotiques sur une gelose ensemencee avec la bacterie a etudier. II s'etablit dajis 
la gelose un gradient de concentration d'antibiotique autour di chaque disque. Apres 
10 incubation, il se produit un halo d'inhibition autour de chaque disque qui permet de 
mesurer un diametre, qui reflate - la valeur de la CMI (concentration minimale 
d'inhibition, concentration minimale pour laquelle aucune croissance des 
microorganismes n'est detectee). 

La presente invention se rapporte a un milieu de culture gelose permettant 
15 de d&ecter les microorganismes resistants a la meticilline, et en particulier les 
staphylocoques, notamment les staphylocoques dor's, avec une bonne sensibilite et 
une bonne specificite. 

Ainsi, dans le cadre de la presente invention, on utilise les capacites 
discriminantes des milieux chromogenes, en combinaison avec les proprietes des 
20 antibiotiques de la famille des c'phalosporines de 2 6me ou 3 6me generation, qui 
permettent de d'tecter les microorganismes resistants a la meticilline. 

L' invention se rapporte done a un milieu pour la detection de 
microorganismes resistants a la meticilline, comprenant, outre des nutriments 
permettant la croissance desdits microorganismes, au moins un antibiotique choisi 
25 dans le groupe des cephalosporins de seconde ou troisteme generation, et un agent 
chromogene liberant un chromophore apres hydrolyse avec une enzyme active chez 
lesdits microorganismes. 

Les milieux de culture selon Tinvention permettent une detection directe des 
microorganismes resistants a la meticilline, en raison de leur croissance sur le 
30 milieu selon Tinvention et de la presence de(s) l'agent(s) chromogene(s), 
permettant de definir la nature du microorganisme. On n'a done pas besoin d'etape 
supplemental de confirmation de la nature des microorganismes poussant sur le 
milieu selon F invention. 
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Les milieux selon 1' invention permetterit la detection de bactdries r6sistantes 
a la meticilline, k partir d'un inoculum strte sur boite, alors que la majority des 
methodes de Part anterieur utilisent un dSpot d'environ 10 4 a 10 5 bacteries sur la 
g&ose. On peut utiliser les milieux selon Pinvention directement k partir d'un 
pr&evement a partir d'un patient, ou apres une phase d'enrichissement. 

Par cephalosporine de seconde ou troisieme generation, on entend designer 
les antibiotiques de la famille des cephalosporins presentant une formule d^rivee 
de la formule (I) suivante : 

R4 • * - 



Rl — CONH- 



R2 

COOH 

10 dans laquelle R2 est un groupement H, acetoxy-methyle, m6thyl-thiotetrazole, 
dime^yl-amino-ethyl-tmotetrazole, triazine, ac&amino-pyridine (pyridinium), ou 
pyridinium substitue par un groupement carbamoyl, cyclo-pento-pyridinium, 
thiom^thyl-acetoxy-thiazole, Rl est un heterocycle arriino-2-thiazole, une ot- 
pip^razine-dione, un <x-sulfo-phenyle, et R4 est un groupement H ou un radical a- 

1 5 methoxy. 

En particulier, on entend designer les composes presentant la formule 
suivante : 

R4 



N-^r— | CONH I 1 | 



COOH 

dans laquelle R3 est un groupement H ou un groupement <x-m6thoxy-imino. 
20 Dans un cas particulier, le groupement R4 est un hydrog^ne. 

Les cephamycines sont des composes dans lesquels le groupement R4 est un 
radical a-methoxy, protegeant le noyau p-lactame de Fhydrolyse par les p- 
lactamases et repondent k la formule suivante : 
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COOH 

Les oxacephems sont des composes dans lesquels l'atome soufre du noyau 
cephem est remplace par un atome d'oxygene, et sont consideres comme derives de 
la formule (I) presentee plus haut. 

R4 

R1 — CONH 




En general, pour ces composes, le grouf&ment R4 est un a-methqxy. 
Une definition des cephalosporins ainsi envisag^es peut etre trouvee dans 
Binger (Mecanisme d* Action des Beta-lactamines, ( de la structure bacterienne a la 
structure de la molecule ), 1986 Roussel (Paris) editeur, chapitre III pages 47-62, et 

10 chapitre IV pages 63-68), et dans l'ouvrage de Richmond (Beta-lactam antibiotics 
(the background to their use as therapeutic agents ), Hoechst Aktiengesellschaft, D- 
6230 Frankfurt (Main) 80 editeur, 1981, chapitre 3 pages 55-65). 

A titre accessoire, on peut noter que les cephalosporins de seconde 
generation pr^sentent un meilleur effet que les cephalosporins de premiere 

1 5 generation contre les bacteries Gram negatives et r^sistent mieux a la degradation 
par les p-lactamases, les cephalosporins de troisieme generation presentant un 
spectre d' effet encore plus large vis-a-vis des bacteries Gram negatives. 

Parmi les cephalosporins de seconde et troisteme generation, on peut citer : 
loracarbef, cefaclor, cefuroxime, cefprozil, cefoxitin (cefoxitan), cefamandole, 

20 cefotian, cefotetan, cefmetazole, cefocinide, ceforanide, cefpodoxime, cefixime, 
cefotaxime, ceftizoxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefmenoxime, cefodizime, 
cefoperazone, cefepime, cefpirome, cefsulfonide, cefetamete, ceftibutene, 
moxalactam, latamoxef et flomoxef, notamment sous forme de sels (sodiques). 
L'homme du metier peut obtenir des listes de tels composes, notamment sur 

25 Internet au site www.biam2.org ou www.fpnotebook.com. 
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Dans un mode de realisation prkfere, ledit antibiotique est le cefamandole. 
Dans un autre mode de realisation, ledit antibiotique est choisi dans le 
groupe des c^phamicines (cefoxitine, cefotetan, cefmetazole, cefbuperazone, 
cefminox) et des oxacephems (moxalactam, latamoxef ou flomoxef). 
5 Dans un mode de realisation pr^fere, ledit antibiotique est la cefoxitine. 

Dans un mode de realisation pr^fere, ledit antibiotique est le cefmetazole. 
Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le moxalactam. 
Dans un mode de realisation prefer^, ledit antibiotique est le cefotetan. 
La concentration en antibiotiqde dans le milieu seloh Tinvention est de 
1 0 • preference comprise entre 0,5 et 50 mg/1, de preference 1 ,5 et 30 mg/1, en particulier 
1,5 et 15 mg/1. Quelques essais de routine permettent a Phomme du metier de 
l'ajuster en fonction de la CMI (concentration jninimale dMnhibition, concentration 
minimale pour laquelle aucune croissance des microorganismes n'est detectee) des 
microorganismes considers pour V antibiotique considere. 
15 II est a noter que parmi les antibiotiques susceptibles d'entrer dans la 

composition d'un milieu de 1* invention, certains sont capables de conferer certaines 
proprietes audit milieu. Par exemple, la cefoxitine ou le cefmetazole conferent une 
stabilite particuliere, d'au moins 2 mois audit milieu. 

Par exemple, on a observe une stabilite d'au moins 2 mois pour un milieu 
20 conforme k V invention prepare avec de la cefoxitine a une concentration de 5 mg/1, 
ajoutee au milieu quand celui-ci est & une temperature de 48°C. La stabilite du 
milieu conforme a V invention a ete portee a au moins 5 mois quand celui-ci a ete 
prepare avec du cefmetazole a une concentration de 2,5 mg/1, ajoute au milieu 
lorsque celui-ci est k une temperature de 48°C. 
25 Par « stabilite du milieu », on entend designer la capacite du milieu 

conforme k P invention a permettre la detection selective de microorganismes 
resistants a la meticilline, en particulier des staphylocoques dores, pendant un temps 
donne, avec la meme fiabilite pendant toute la duree de la p6riode. 

II est egalement k noter qu'une autre cephalosporin^ le flomoxef, presente 
30 quant k lui la capacite a conserver son activite antibiotique lorsqu'il est soumis a 
une temperature superieure a 100°C (sa resistance ayant meme ete verifiee par les 
inventeursa 121°C). 
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Une telle propriety permet de realiser un milieu conforme a V invention sous 
forme d'une unique poudre, ce qui limite considerablement les manipulations 
necessaires k effectuer dans des conditions steriles pour la preparation de tout 
milieu de culture. Le flomoxef peut done etre incorpore au milieu en preparation 
5 avant chauffage ce qui en facilite la preparation. Cet avantage n'est pas negligeable 
car est de nature a faciliter la tache de toute personne ayant k preparer de tels 
milieux, quelle que soit son experience en la mattere. 

Dans un mode de realisation pr£fer<£, lesdits microorganismes sont des 
staphylocoques, et on utilise preferentiellement un agent chromogene choisi dans le 
10 groupe constitue du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 

m 

3-indoxyl glucoside,ainsi que decrit dans la demande WO 00/53799. 

Les milieux de culture de S. aureus sont connus et decrits notamment dans 
le manuel "Oxold Unipath Limited", Wade Road, Basingstoke, Hampshire, RG24 
OPW, Angleterre. II peut s'agir, par exemple de "Nutrient Agar OxoTd CM3", 
1 5 milieu essentiellement a base d'extraits de levure, de peptone et d'agar. 

Dans un mode de realisation pref£r6, ledit milieu de culture contient a la fois 
du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucoside. 

Les milieux selon la pr£sente invention contiendront, de preference, de 0,01 
20 a 0,50 g/1, notamment de 0,05 a 0,40 g/1 de 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate, 
de preference de 0,01 k 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside, de 
preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside, de 
preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

Dans un mode de realisation particulier, le milieu de culture selon 
25 Tinvention comporte, en outre, au moins Tun des deux agents chromog£nes 
suivants : 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucuronide. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit milieu contient en outre de la 
deferoxamine. La deferoxamine permet en effet d'inhiber Staphylococcus epidermis 
30 sans inhiber Staphylococcus aureus, la concentration mise en oeuvre sera de 
preference comprise entre 0,01 et 0,10 g/1. 

Dans un mode de realisation, le milieu selon ^invention contient egalement 
un antibiotique glycopeptide choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, la 
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teicoplanine et Pavoparcine et leurs .melanges, afin de detecter les microorganismes 
resistants k la fois a la meticilline et k la vancomycine. On peut utiliser environ de 
5 mg/1 a 50 mg/1 de ces antibiotiques, plus particulierement de 5 mg/1 a 30 mg/1, de 
10 mg/1 a 30 mg/1, environ 25 mg/1. 
5 Dans le cadre de la pr6sente invention, les inventeurs ont montre qu'il n'est 

pas n^cessaire d ? avoir une forte charge osinotique dans le milieu de culture. Ainsi, 
contrairement aux milieux de detection de staphylocoques dov6s resistants k la 
meticilline, utilisant Poxacilline comme antibiotique, dans lesquels on ajoute du 
chlorure de sodium, le milieu de culture de Pinvention est egalement fonctionnel 
10 avec une concentration de sodium inferteure a 3 %, et egale k environ 2-2,5 %. Les 
conditions d'incubation peuvent etre adaptees en fonction de la quantite de chlorure 
de sodium dans le milieu (duree d'incubation, temperature plus ou moins 61evee. . .). 

L'invention se rapporte egalement a Tutilisation d'un milieu selon 
Pinvention pour la detection de microorganismes'resistants a la meticilline. 4 
15 L'invention se rapporte egalement a un procede de detection de 

microorganismes resistants a la meticilline dans un echantillon, comprenant les 
etapes consistant a : 

inoculer un milieu selon Pinvention avec ledit echantillon ou un 
inoculum issu dudit echantillon, 
20 - incuber ledit milieu dans des conditions permettant la croissance 

desdits microorganismes, 

detecter, sur ledit milieu, la presence desdits microorganismes 
resistants k la meticilline, par la presence de colonies coloreeS. 

Les conditions d'incubation sont connues de Phomme du metier, et on 
25 utilise generalement une incubation k des temperatures comprises entre 25°C et 
42°C, de preference entre 30°C et 38°C. 

Les durees d'incubation sont classiques (environ 24 heures). 
Selon le microorganisme consider, on peut utiliser une duree d'incubation 
plus courte ou plus longue, travailler dans des conditions aerobies ou anaerobies. . . 
30 Le milieu selon Pinvention permet notamment de detecter aisement les 

staphylocoques resistants k la meticilline, en reduisant le temps d'analyse. La 
combinaison des antibiotiques choisis dans le cadre de Pinvention et des agents 
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chromog£nes permet en effet de r^duire le nombre de faux positifs et de faux 
negatifs, et de diminuer ainsi le besoin de r^aliser des analyses complementaires. 

EXEMPLES 
5 Exemple 1 

Composition d'un milieu selon V invention pour la detection de S. aureus r£sistants 
a la m&icilline : 

Peptone et extrait de levure 40 g/1 

NaCl 25 g/1 

1 0 5-bromo 6-chloro 3-indoxyJ phosphate 0, 1 0 g/1 

5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 0, 05 g/1 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside 0, 05 g/1 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 0, 05 g/1 
Deferoxamine 0,050 g/1 
15 Agar 15 g/1 

On ajoute, dans ce milieu, de Poxacilline (6 mg/ml) ou de la cefoxitine (5 mg/1), 
apres autoclavage, avant que le milieu ne soit solide (lorsqu'il est a une temperature 
d'environ 45 °C). 

Ce milieu contient du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 
20 4-chloro 3-indoxyl glucoside, permettant la detection sp^cifique des staphylocoques 
dor^s (coloration mauve des colonies), ainsi que du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
galactoside et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide, pour colorer les autres 
microorganismes pouvaht etre presents dans P inoculum. 

25 Exemple 2 

Etude de la croissance de souches de S. aureus r^sistantes k la meticilline sur le 
milieu CHROMagar Staph aureus (disponible par la soctete CHROMagar, 4, Place 
du 18 Juin 1940, 75006 Paris France) : 
AR4295 MetiS : souche sensible a la meticilline 
30 AR4297 MetiR : souche r^sistante k la meticilline (homogene) 
MRhet : souche rSsistante a la meticilline (heterogene) 

Z252 : souche resistante a la meticilline, homogene, faible niveau de resistance 
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AR4295 
MetiS 


AR4297 
MetiR 


MRhet 


Z252 


CHROMagar Staph aureus 


+ 


+ 


+ 


+ 


CHROMagar Staph aureus 
+ oxacilline 6 mg/ml 




+/-* 






CHROMagar Staph aureus 
+ Cefoxitine 5 mg/1 




+ 


+ 


+ 



+ = croissance de colonies ; - = pas de croissance ; * = microcolonies 



On inocule les boites de Petri avec des cultures bacteriennes en striant les boites, 
pour observer la croissance de bact&ies isolees, apres incubation a 37°C pendant 24 
5 heures. 

Les bacteries qui croisseflt donnent des colonies mauves sur le milieu de culture, 
confirmant que les microorganismes sont des staphylocoques dores. 

Ainsi, le milieu selon 1'invention permet de detecter directement les staphylocoques 
10 dor^s resistants a la meticilline, y compris les souches h<§t6rogenes ou a faible 
niveau de resistance, du fait de la combinaison de la croissance des bacteries et de la 
coloration des colonies. 
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REVENDICATIONS 



1. Milieu pour la detection de microorganismes r^sistants a la nteticilline, 
comprenant, outre des nutriments permettant la croissance desdits 

5 microorganismes, un antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporins 

de seconde ou de troisteme generation, et un agent chromog^ne literant un 
chromophore apres hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits 
microorganismes. 

2. Milieu selon la revendication 1, caracteris<§ en ce que lesdits 
1 0 microorganismes sont des staphylocoques, en particulier des staphylocoques 

dores. h 

3. Milieu selon la revendication 2, dans lequel ledit agent chromogene est 
choisi dans le groupe constitue du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et 
du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside. 

15 4. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit antibiotique est le cefamandole. 
5. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit antibiotique est choisi dans le groupe des c^phamicines et des 
oxacephems. 

20 6. Milieu selon la revendication 5, caracteris6 en ce que ledit antibiotique est 
choisi dans le groupe constitue de la cefoxitine, le cefmetazole, le 
moxalactam, le cefotetan et le flomoxef. 

7. Milieu selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce qu'il contient 
du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 

25 glucoside. 

8. Milieu selon Tune des revendications 1 & 7, caracterise en ce qu'il comporte, 
en outre, au moins Tun des deux agents chromogSnes suivants : 5-bromo 4- 
chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

9. Milieu selon Tune des revendications 2 a 8, caracterise en ce qu'il contient, 
30 en outre, un antibiotique choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, 

la teicoplanine, Favoparcine, et leurs melanges. 

10. Milieu selon Tune des revendications 2 4 9, caracterise en ce que la 
concentration en chlorure de sodium est interieure a 3 %. 
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11. Milieu selon l'une des revendications 1 a 10, caract<§risg en ce que la 
concentration en antibiotique est comprise entre 0,5 et 3*0 mg/1. 

12. Milieu selon Tune des revendications 1 h 11, caracterise en ce que la 
concentration d'un agent chromogene est comprise entre 0,01 et 0,5 g/h 

5 13. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 12 pour la 
detection de microorganismes resistants a la meticilline. 
14. Proc^de de detection de microorganismes resistants a la meticilline dans un 
echantillon, comprenant les etapes consistent a : 

- inoculer un milieu selon Tune des revendications 1 a 12 
-JO " avec ledit echantillon ou un inoculum issu dudit 

* echantillon, 

- incuber ledit milieu dans des conditions permettant la 
croissance desdits microorganismes, 

- detecter, sur ledit milieu, la presence desdits 
15 microorganismes resistants a la meticilline, par la presence 

de colonies colorees. 
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